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Introdução: As doenças cardiovasculares são uma importante causa de mortalidade e 
morbilidade em Portugal e no mundo. Os factores que causam as mesmas são múltiplos. Sabe-
se que o perfil lipídico da população em muito influencia o seu risco cardiovascular. A 
hipercolesterolémia familiar (HF) e a hiperlipidémia familiar combinada (HFC) são duas 
doenças genéticas de origens monogénica e poligénica respectivamente. Estas entidades 
patológicas potenciam grandemente o risco cardiovascular e estão sub-diagnosticadas em 
Portugal. A frequência da HF é de 1/500 nos países Europeus, sendo que em Portugal estima-
se que existam cerca de 20.000 casos. A frequência de HFC em Portugal não é conhecida. 
Torna-se imperativo o estudo mais aprofundado, nomeadamente a nível molecular, dos 
doentes que apresentem valores de lípidos séricos elevados e/ou risco de doença vascular 
aterosclerótica. O objectivo deste trabalho foi caracterizar clínica e molecularmente uma 
caso de HF. 
Metodologia: Foi identificada uma família em que nas últimas 3 gerações, vários membros 
apresentavam características clínicas sugestivas de HF. Foram feitas análises sanguíneas para 
estudo bioquímico e molecular. Os genes estudados foram os associados à HF (LDLR, APOB, 
PCSK9, APOE) e HFC (LPL, APOA4, APOA5, APOC2, APOC3, USF1). Estudou-se ainda o gene da 
APOE em todos os participantes do estudo por estar associado ao perfil lipídico. O estudo 
incluiu reacção de PCR (polymerase chain reaction) e sequenciação automática do ácido 
desoxirribonucleico (DNA) tendo sido ainda estudado, através de técnica de amplificação 
dependente de múltiplas sondas (MLPA), grandes rearranjos ou deleções no gene LDLR.  
Resultados: Não foi identificada qualquer mutação patogénica nos genes estudados. No 
entanto, foram encontrados vários polimorfismos no caso-index incluindo os polimorfismos 
rs688, rs3737787 e rs2073658 que estão relacionados com níveis elevados de colesterol e 
associados ao risco aumentado de desenvolvimento de aterosclerose.  
Discussão e Conclusão: A família em estudo apresenta critérios clínicos de HF embora a 
presença de triglicerídeos elevados em alguns membros da família possa sugerir que se trata 
de uma HFC. Não foram no entanto, encontradas alterações patogénicas nos genes estudados. 
Ainda assim, a presença de certos polimorfismos predispõe a mesma para níveis elevados de 
lípidos no sangue. A confirmação de valores elevados nos vários elementos da família permite 
concluir que a carga genética em consonância com a carga ambiental devem ser tidas em 
conta no tratamento da família em estudo, pelo risco cardiovascular acrescido.  
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Background: Cardiovascular diseases are a major source of mortality and morbidity in 
Portugal and worldwide. The factors that cause them are multiple, but it is known that the 
lipid profile of the population influences their cardiovascular risk. Familial 
hypercholesterolemia and combined dyslipidemia are two pathological entities that greatly 
potentiate the cardiovascular risk and are under-diagnosed in Portugal. The frequency of 
familial hypercholesterolemia is 1/500 in European countries, and in Portugal it is estimated 
that there are about 20.000 cases. Frequency of familial combined hypercholesterolemia in 
Portugal is not known. Further studies are needed, particularly at the molecular level, of 
patients showing high serum lipid values and / or risk of atherosclerotic vascular disease. The 
aim of this study was to characterise the molecular and clinical features of a family with 
familial hypercholesterolemia. 
Methods: A three-generation family was identified with several members with clinical 
characteristics suggestive of familial hypercholesterolemia. Blood tests for biochemical and 
molecular studies were performed. The genes studied were the ones associated with familial 
hypercholesterolemia (LDLR, APOB, PCSK9), and familial combined hyperlipidemia (LPL, 
APOC4, APOA5, APOC2, APOC3, USF1). APOE gene was study in all participants of the study 
because it is related with the lipid profile in blood. The study included polymerase chain 
reaction (PCR), DNA automated sequencing and MLPA was used to detect large genetic 
rearrangements or deletions in the LDLR gene. 
Results: No pathogenic mutation was identified in the studied genes. However, there were 
various polymorphisms found in the index-case, including the rs688, rs3737787 and rs2073658 
polymorphisms which are associated with high levels of cholesterol and increased risk of 
developing atherosclerosis.  
Discussion and Conclusion: The studied family presents familial hypercholesterolemia 
although the presence of high triglycerides in some family members suggests that it could be 
a familial combined hyperlipidemia. However, no mutations were found in the known genes. 
Nevertheless, the presence of certain polymorphisms may predispose them to high levels of 
lipids in blood. The genetic load should be taken into consideration in the treatment in line 
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A doença cardiovascular é a principal causa de mortalidade prematura e de anos de vida 
ajustados para a incapacidade (DALYs) na Europa, sendo também cada vez mais frequente nos 
países em desenvolvimento1.  
A doença cardiovascular é na maioria das vezes poligénica, isto é, a patogénese da doença 
tem por base pequenas variações genéticas. Por outro lado, os próprios genes interagem com 
factores ambientais. Deste modo, torna-se difícil o reconhecimento do desencadeador 
específico da doença2. Ao longo dos anos foram descritas alterações hereditárias das 
lipoproteínas. Estas, aumentando os níveis de colesterol no sangue, potenciam o processo 
aterosclerótico estando, portanto, intimamente relacionadas com a incidência de eventos 
coronários e mortalidade cardiovascular2. A doença coronária (DC), o acidente vascular 
cerebral isquémico e a doença arterial periférica são as principais entidades clínicas 
associadas à doença vascular, sendo a sua etiologia multifactorial. Se por um lado as variáveis 
genéticas não são modificáveis, os estilos de vida tais como os hábitos tabágicos, a falta de 
actividade física e os hábitos nutricionais, sendo determinantes modificáveis, podem ser alvo 
de aconselhamento e acção terapêutica1. 
Os lípidos que circulam na corrente sanguínea encontram-se na forma de lipoproteínas 
(colesterol, ácidos gordos e triglicerídeos associados a proteínas), que são insolúveis em água 
e necessitam de transportadores3. O colesterol é importante na constituição das membranas 
celulares e como precursor de hormonas esteróides. No entanto, se a regulação dos seus 
níveis não estiver controlada, deposita-se em locais indesejados e de difícil remoção. Através 
de um processo inflamatório, formam-se placas ateroscleróticas que estão na base das 
doenças vasculares supracitadas3.  
As lipoproteínas são moléculas complexas constituídas por lípidos e proteínas, sendo uma das 
suas funções o transporte de colesterol na corrente sanguínea. Das lipoproteínas existentes 
importa referir as LDL (lipoproteínas de baixa densidade), HDL (lipoproteínas de alta 
densidade) e VLDL (lipoproteínas de muito baixa densidade). A importância das lipoproteínas 
está relacionada com a sua função de regulação dos níveis plasmáticos de lípidos no sangue e 
nos locais onde se processa o seu metabolismo3. Podem definir-se quatro vias metabólicas das 
lipoproteínas: via exógena (os triglicerídeos e colesterol originários da dieta são processados 
no lúmen intestinal, absorvidos e empacotados em quilomicras nascentes), via endógena 
(síntese de triglicerídeos pelos hepatócitos a partir de hidratos de carbono e ácidos gordos ou 
de novo através da activação da transcrição do gene da enzima HMG-CoA reductase), via do 
receptor das LDL (partículas de colesterol das LDL removidas do plasma por receptores 
específicos, presentes nas membranas celulares e que se ligam à Apolipoproteina B presente 




na superfície das LDL) e via do colesterol reverso (permite que o colesterol não metabolizado 
a nível periférico, seja direccionado para o fígado para excreção)3.  
A prevalência de Hipercolesterolémia Familiar (HF) heterozigótica na população do Reino 
Unido é de 1 em 5004, sendo esta igualmente a prevalência apontada para os indivíduos de 
ascendência europeia1. No entanto, a forma homozigótica é rara nas populações europeias (1 
em 106 nascimentos)1.  A HF é causada por mutações no gene do receptor das lipoproteínas de 
baixa densidade (LDLR), que está representado na figura 1 e cuja função principal da proteína 
associada é a captação e degradação das LDL, permitindo a remoção do colesterol LDL do 
plasma (via do receptor das LDL)2. Existem mais de mil mutações descritas no gene  LDLR2. Os 
indivíduos afectados pelas mutações neste gene apresentam níveis de colesterol LDL (C-LDL) 
cerca de duas vezes superior a irmãos não afectados1. Os indivíduos com HF apresentam 
níveis de C-LDL elevados (200-400 mg/dL)1 com valores de triglicéridos normais. 
Clinicamente, observa-se ainda a presença de arcos senis, xantelasmas ou xantomas 
tendinosos, sendo os extensores do dorso da mão e do tendão de Aquiles os locais mais 




Figura 1 – Representação esquemática do gene LDLR (cromossoma 19) e respectiva proteína. Numeração 
1 a 18- exões; NH2 – grupo funcional amino; COOH – grupo funcional carboxilo; E- Exão; numeração 




Igualmente associado à HF está o gene da Apolipoproteina B (APOB) (figura 2). A sua função 
prende-se com a montagem e secreção das VLDL e quilomicras assim como ser ele mesmo um 
ligando do LDLR; logo uma mutação neste gene dificulta a ligação das LDL ao respectivo 
receptor, prejudicando a remoção do colesterol das LDL e levando à sua acumulação no 
plasma2.  




O gene da proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) codifica uma proteína cuja 
função ainda é desconhecida. A mesma é regulada pelo colesterol e por isso pode estar 
envolvido num novo mecanismo de modulação da função do LDLR, por uma via alternativa de 
inibição da transcrição do gene LDLR2. Mutações no gene PCSK9 poderão causar ganho de 
função da proteína, resultando em hipercolesterolémia2. 
 
 
Figura 2- Representação esquemática do gene APOB (cromossoma 2) e respectiva proteína. Numeração 1 
a 29- exões; NH2 – grupo funcional amino; COOH – grupo funcional carboxilo; numeração romana I a V – 
domínios da proteina (4536 aminoácidos). Figura baseada na imagem gentilmente cedida pelo EPHF e 






Figura 3 - Representação esquemática do gene PCSK9 (cromossoma 1) e respectiva proteína. Numeração 
1 a 12- exões; NH2 – grupo funcional amino; COOH – grupo funcional carboxilo; E- Exão; numeração 




A Apolipoproteina E (ApoE) é a proteína chave na modulação do metabolismo das 
lipoproteínas, que são altamente aterogénicas5. A sua principal função é constituir-se como 
um ligando do receptor do LDL. Existem três alelos comuns designados ɛ2, ɛ3, e ɛ4 que 
codificam as três principais isoformas de ApoE no plasma. A associação entre o genótipo de 
APOE num indivíduo e a média dos níveis de colesterol é consistente ao longo dos estudos6. O 




genótipo E4 (ɛ4/ ɛ4) predispõe para doença coronária, enquanto que existem evidências de 
que o E3 (ɛ3/ ɛ3) é preventivo da mesma6.  
Para caracterizar o fenótipo de HF, o projecto Make early diagnosis to Prevent early death 
(MedPed) e a Organização Mundial de Saúde (OMS) estabeleceram critérios clínicos1, baseados 
num sistema de pontuação (1-18 pontos) segundo a história familiar, história clínica, exame 
objectivo e os valores de C-LDL (tabela 1). Uma pontuação entre 3 e 5 pontos prevê uma HF 
possível, 6-8 HF provável, mais de 8 pontos HF confirmada1.  
 
Tabela 1- Critérios diagnósticos clínicos para HF de acordo com MedPed e OMS1. 
 Critérios Pontuação 
Historia Familiar 
Familiar 1º grau com DCp conhecida e/ou C-LDL> percentil 95 1 




Doente com DCp 2 
Doente com doença vascular cerebral / periférica 1 
Exame Objectivo 
 XT 6 
Arco senil antes dos 45 anos 4 
C-LDL 
>330 mg/dL 8 
250 – 329 mg/dL 5 
190-259 mg/dL 3 
155-189 mg/dL 1 
DCp – Doença coronária prematura (homem antes dos 55 anos e mulher antes dos 60 anos); C-LDL- 




A hiperlipidemia familiar combinada (HFC) apresenta uma prevalência de 1- 2% no mundo 
ocidental7. A mesma é caracterizada por níveis elevados de colesterol total (CT), c-LDL, 
triglicerídeos (TG), individualmente ou os três em simultâneo. O fenótipo varia entre os vários 
casos, entre os vários elementos de uma família e apresenta variabilidade intrapessoal1. Os 
genes associados à HFC são os genes da lípase da lipoproteína (LPL), apolipoproteina A5 
(APOA5), apolipoproteina A4 (APOA4), apolipoproteina C2 (APOC2), apolipoproteina C3 
(APOC3), factor 1 de transcrição upstream (USF 1)8. 
Em Portugal, o Estudo Português de Hipercolesterolémia Familiar (EPHF) encontra-se a 
decorrer desde 1999, estabelecendo uma rede nacional entre vários clínicos que tem como 
objectivo a identificação molecular de pacientes e respectivo rastreio familiar em cadeia. Os 
critérios de inclusão no estudo molecular do EPHF baseiam-se nos critérios de Simon Broome, 
“Simon Broome Heart Research Trust”9 (tabela 2).  




Os últimos dados do EPHF10 apontam para a identificação de 171 casos índex com diagnóstico 
molecular nos últimos 10 anos, o que representa cerca de 48% dos casos enviados para o 
estudo com critérios clínicos de HF. O rastreio familiar em cadeia dos 171 casos permitiu a 
identificação e caracterização genética de 404 pacientes com HF em Portugal10.    
O mesmo grupo começa agora a fazer estudos genéticos para outros genes associados à HF 
como o do APOE5 e dos genes da HFC, acima explicitados: LPL, ApoA5, ApoA4, ApoC2, ApoC3 
e USF18.  
 
 




Este estudo tem por base uma família com dislipidémia refractária ao tratamento, em que 
existe doença coronária prematura em duas gerações. Em parceria com o EPHF, incluiu-se 




esta família no estudo para caracterização bioquímica e molecular. Para além dos genes da 
HF, estendeu-se o estudo ao gene da APOE (exão 4) e ainda aos genes da HFC acima 
referidos. Assim, o presente trabalho teve como objectivo caracterizar clínica, bioquímica e 
molecularmente esta família. 




2.Materiais e Métodos 
 
a) Caso índex 
O caso índex da família participante foi um homem, com 55 anos de idade, caucasiano, 
nacionalidade Portuguesa, residente em Portugal até há cinco anos atrás, aquando emigrou 
para França. Como antecedentes médico-cirúrgicos apresentava hipercolesterolémia há mais 
de 10 anos, hipertensão arterial estágio 111 com evolução de 7 anos, controlada mas não 
medicada. Foi submetido a colecistectomia laparoscópica por litíase vesicular aos 51 anos. O 
paciente tinha um índice de massa corporal (IMC) de 27 kg/m2, era fumador de 13,5 unidades 
maço ano (UMA) e fazia actividade física regular (caminhadas, 3 vezes por semana). O utente 
tinha história familiar de Enfarte Agudo do Miocárdio (EAM) do seu pai, aos 66 anos, e que 
determinou a sua morte. A avaliação do risco cardiovascular12 aos 52 anos conferia um score 
3-4% - risco cardiovascular moderado12. Aos 52 anos de idade deu entrada no hospital por dor 
no braço esquerdo com irradiação para o pescoço e maxila esquerda, sensação de aperto no 
peito e elevação da pressão arterial. Foi diagnosticado um EAM, tendo sido transferido para 
uma unidade especializada em intervenção coronária. Foi submetido a coronariografia onde 
foram descritas, na artéria coronária esquerda, estenoses de 70-99%, comprimento de 10-15 
mm, com calcificações moderadas importantes na artéria circunflexa da artéria coronária 
esquerda e ramo marginal esquerdo. Na bifurcação do ramo interventricular anterior e ramo 
lateral interventricular anterior da artéria coronária esquerda, as lesões correspondiam a 
placas com um comprimento de 10-15 mm, um grau de estenose de 10-30 mm e com 
calcificações mínimas. Na artéria coronária direita, nomeadamente no ramo marginal, a 
estenose era de 70-99%, com comprimento de 10-15 mm e calcificações mínimas. Foi 
efectuada angioplastia na artéria coronária esquerda com colocação de stent coronário com 
libertação prolongada de Everolimus Xience PRIME, Abbott®. Após alta do internamento, o 
utente passou a ser medicado para controlo da pressão arterial, níveis lipídicos séricos e 
terapêutica profiláctica com antiagregação plaquetária. O utente abandonou os hábitos 
tabágicos e manteve a prática regular de actividade física (caminhadas, 3 vezes por semana). 
A avaliação do risco cardiovascular actual é alto/muito alto, sendo que o utente tem sido 
acompanhado regularmente por cardiologista.  
 
b) Família Participante 
Ao elaborar a história clínica do caso índex, foi notável a presença de vários elementos da 
família com níveis de colesterol elevado e um elemento com morte por evento associado a 
doença cardiovascular. Como se pode constatar pelo heredograma da figura 4, nas duas 




primeiras gerações (I1 e II6) existem acidentes cardiovasculares e a hipercolesterolémia está 
presente nas duas últimas gerações (II1, II4, II5, II6, II8, III1).   
Figura 4- Heredograma da família em estudo: Círculos – sexo feminino; quadrados- sexo masculino; 
figuras preenchidas a negro – níveis elevados de colesterol; linha oblíqua única – morte; linha oblíqua 
dupla – divórcio; seta- caso índex; estrela – elementos que preenchem critérios para inclusão no EPHF; 
numeração romana – denominação de gerações; numeração 1-8 – denominação de elementos de cada 
geração; EAM – Enfarte agudo do miocárdio; † -morte e idade correspondente. 
 
Para a inclusão no EPHF é necessário o preenchimento de critérios clínicos, quer para uma HF 
confirmada, quer para HF possível, com base nos critérios de “Simon Broome Heart Research 
Trust”9 (tabela 2). Segundo os critérios adaptados, esta família possui hipercolesterolémia 
familiar possível, uma vez que o caso índex é um adulto com história de colesterol total 
acima de 290 mg/dL ou colesterol LDL acima de 190 mg/dL e história familiar de níveis 
elevados de colesterol total nas irmãs (acima de 290 mg/dL); o elemento II1 em 2010 
apresentava colesterol de 319 mg/dL; II4 em 2011, possuía colesterol total de 299 mg/dL;  
A premissa b) “história familiar de enfarte do miocárdio antes dos 60 anos nos pais” não está 
cumprida, pois o pai do caso índex terá falecido aos 66 anos. Ainda assim, a presença de 
evento coronário é relevante, pois vai corroborar a importância deste estudo como contributo 
para diminuição do risco cardiovascular nas gerações seguintes. 
O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética da Faculdade de Ciências da Saúde da 
Universidade da Beira Interior (ref: CE-FCS-2013-017), Comissão de Ética do INSA (anexo 1) e 




todos os familiares aceitaram participar, assinando os devidos consentimentos informados 
(anexo 2). 
c) Caracterização bioquímica  
A caracterização bioquímica foi realizada no Laboratório de Química Clínica da Unidade 
Laboratorial Integrada (ULI) do INSA (Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge). Ao caso-
índex e a cada elemento da família, foi colhido um total de 10 mL de sangue venoso, em 
tubos para soro, centrifugados a 3500 rotações por minutos (rpm) durante 10 minutos e 
enviados para o INSA, para avaliação lipídica. Foram avaliados os níveis de colesterol total 
(CT), c-LDL, colesterol das lipoproteínas de alta densidade (c-HDL), ApoA, ApoB, triglicerídeos 
(TG), por método colorimétrico enzimático e Lp(a) por método imunoturbidimétrico, 
utilizando um analisador automático de bioquímica (Cobas Integra 400 plus, Roche®)  
d) Caracterização molecular 
O isolamento do DNA de todos os participantes foi realizado no CICS (Centro de Investigação 
em Ciências da Saúde) e o restante estudo molecular do caso índex, no Departamento de 
Promoção da Saúde e Prevenção de Doenças Não Transmissíveis do INSA, no âmbito do EPHF. 
Como está exemplificado na figura 5, este estudo compreende a pesquisa de mutações 
genéticas mais comuns em 2 exões no gene APOB (exão 26 e 29) e o estudo completo do gene 
do LDLR. Numa segunda fase e como não foram encontradas mutações nestes genes, 
pesquisaram-se grandes rearranjos (deleções ou duplicações) no gene LDLR pela técnica de 
MLPA. Por fim, realizou-se o estudo do gene PCSK9 (12 exões). Para estudo complementar 
foram ainda pesquisadas alterações nos genes LPL, APOA4, APOA5, APOC2, APOC3 e USF1. 
 
 
Figura 5 – Fases do EPHF e estudos complementares feitos aos elementos em estudo. 




i) Extracção de DNA genómico 
Foi colhido um total de 10mL de sangue venoso, em tubos com ácido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA), ao caso-índex e familiares. O DNA foi extraído dos leucócitos de sangue 
periférico e armazenado a 4ºC até à sua manipulação. O método usado foi baseado no método 
“salting-out” descrito por Miller13. O protocolo seguido encontra-se no anexo 3. 
ii) Quantificação de DNA 
A análise rigorosa de preparações de DNA requer que o mesmo seja o mais livre de impurezas 
possível e que, por outro lado, tenha a quantidade de DNA necessário. A aferição da 
qualidade e quantidade de DNA foi feita por determinação espectrofotométrica 
(nanophotometer TM, Impen, Alemanha). Através da análise de absorção dos raios ultra 
violeta (UV) pelos nucleótidos, obtém-se uma estimativa precisa da concentração de ácidos 
nucleicos na amostra. As purinas e pirimidinas têm absorção máxima por volta dos 260 
nanómetros (nm) (dATP: 259nm;dCTP:272nm; dTTP: 247nm) se a amostra de DNA for pura, 
sem contaminação significativa de proteínas ou outros componentes. Para obter o grau de 
pureza é determinado o rácio OD260/OD280. Um rácio entre 1.8 – 2.0 significa que a absorção 
é feita pelos ácidos nucleicos. Um rácio inferior indica a presença de proteínas ou outros 
absorventes de UV. Um rácio superior a 2.0 significa que as amostras estão contaminadas por 
RNA. Após a quantificação todas as amostras foram diluídas para a mesma concentração 
(100ng/µL).  
iii) Amplificação por PCR 
A reacção de cadeia em polimerase (PCR) foi desenvolvida em 1985 por Karry Mullis e é usada 
para aumentar exponencialmente um determinado fragmento de DNA in vitro. Os protocolos 
para cada gene e para cada exão encontram-se em anexo (anexos 4, 5, 6 e 7). A amplificação 
foi levada a cabo em dois termocicladores T300 thermocycler (Biometra) e T profissional 
Basic Gradient (Biometra). Foi estudado o DNA do caso-index para análise dos genes de LDLR, 
APOB , PCSK9, LPL, APOA4, APOA5, APOC2, APOC3 e USF1 . Para o gene da APOE foi estudado 
o DNA de todos os elementos da família. 
Os produtos de amplificação foram analisados por electroforese em tampão TBE (tris, ácido 
bórico e EDTA) tendo sidos utilizados como marcadores: puC Mix marker, 8 SM0302, 
(Fermentas Life Science) e BioRad Ezload TM 1kb, Molecular Ruler. Os géis foram visualizados 
no transiluminador (safe imager blue light + safe imager TM invitrogen®). A purificação foi 
feita por digestão enzimática recorrendo a Exonuclease I e da Shrimp Alkaline Phosphatase 
(SAP) que compõe a ExoSAP-IT® (AmershamPharmacia Biotech). A purificação do produto de 
PCR foi efectuada de acordo com as recomendações do fabricante, encontrando-se o 
protocolo em anexo (anexo 4, 5, 6 e 7). 




iv) Sequenciação do DNA 
A sequenciação dos fragmentos purificados foi realizada de forma automática sendo que a 
reacção de sequenciação respeitou as instruções do fabricante, Big Dye terminator cycle 
sequencing ready reaction kit (Applied Biosystems). A sequenciação foi realizada no sistema 
ABI PRISMTM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems), que consiste num método 
eletroforético em capilar único. Posteriormente, o software interpreta o resultado baseando-
se na intensidade da fluorescência em cada ponto e associando-a à base correspondente. As 
sequências obtidas foram analisadas recorrendo ao programa Standen package® .  
 
v) MLPA  
Grandes rearranjos nos genes LDLR foram pesquisados pela técnica de multiplex ligation-
dependent probe amplification (MLPA), usando SALSArMLPAr KIT P062 LDLR MRC-Holland 
(Amsterdão, Holanda). Para o estudo do gene LDLR foi usada SALSA MLPA probemix P062-C2 
LDLR MRC-Holland (Amsterdão, Holanda) conforme indicações do fornecedor. Os produtos 
foram analisados com GeneScan Analysis Software Version 2.5 (Applied Biosystems) e 
exportados para folhas de excel para processamento. A altura dos picos foi normalizada e 
depois dividida pelos picos normalizados das amostras-controlo. Deleções heterozigóticas de 
sequências reconhecidas deverão dar uma redução da área do pico de cerca 35-50%.   






O estudo bioquímico efectuado no laboratório de bioquímica do INSA permitiu obter os perfis 
lipídicos do caso índex (II6) e familiares, representados na tabela 3. Ao analisarmos estes 
resultados, os mesmos não se enquadram nos critérios de HF do EPHF apresentados 
anteriormente, dado que no momento da colheita não atingiram os valores mínimos de 
colesterol total ou c-LDL para inclusão no estudo. Não obstante, estes são valores obtidos com 
os elementos sob efeito de terapêutica farmacológica, nomeadamente os elementos 
II1,II4,II5,II6 e II8. Para participação no EPHF os critérios incluem os valores antes de 
medicação, obtidos em 2 alturas diferentes. Estes foram cumpridos, como mencionado na 
descrição da família participante. 
 
Tabela 3 – Resultados Bioquímicos dos vários elementos da família, designados pela identificação do 
heredograma.  
 II 6* III2 III1 II1* II5* II8* II4* 
CT mg/dL 206 168 229 240 236 209 237 
c-HDL mg/dL 59 50 66 73 97 101 72 
c-LDL mg/dL 126 102 133 146 131 94 165 
Lp(a) mg/dL 58 34 11 26 33 30 26 
ApoA1mg/dL 175 154 196 201 236 228 176 
ApoB mg/dL 111 68 117 113 102 76 111 
TG mg/dL 118 72 146 50 60 57 71 
CT – Colesterol total; c-HDL- colesterol das HDL; c-LDL- colesterol das LDL; Lp (a) – Lipoproteina a; Apo 
A1 – Apolipoproteina A1; ApoB- Apolipoproteina B; TG- Triglicerideos; mg/dL – miligrama por decilitro; * 
- sob terapêutica farmacológica. 
 
 
Tabela 4 – Polimorfismos encontrados nos vários genes, tipo de alteração, codificação e frequência. 
dbSNP – base de dados de Polimorfismo de Nucleótido Único (SNP); E – exão; I- Intrão; MAF – frequência 
do alelo minor; A- Adenina; C- Citosina; T – Timina; G- Guanina; S – Substituição; S.S – Substituição 
sinónima. MAF* - dados obtidos do projecto 1000 genomas (www.1000genomes.org). 
Gene E/I Polimorfismo Alteração dbSNP MAF* 
LDLR I2 cDNA:NM_000527.3:c.190+56G>A S. I2 rs3745677 A=0,093 
LDLR I2 cDNA:NM_000527.3:c.190+144G>A S. I2 rs17242416 A=0,001 
LDLR I7 cDNA:NM_000527.3:c.1060+10G>C S. I7 rs12710260 C=0,283 
LDLR 11 cDNA: NM_000527.3:c.1617C>T S.S. rs5929 T=0,124 
LDLR 12 cDNA:NM_000527.3:c.1773C>T S.S. rs688 T=0,280 
LDLR I16 cDNA:NM_000527.3:c.2389+46C>T S. I16 rs2738460 T=0,250 
LDLR I17 cDNA:NM_000527.3:c.2548-80G>A S. I17 rs2116897 A=0,250 
LDLR 3’UTR cDNA:NM_000527.3:c.2548-42A>G S. I17 rs6413504 G=0,360 





USF 1 I7 cDNA:NM_001113205.1:c.-2083G>A  rs2073658 A=0,216 
 E11 cDNA:NM_001113206.1:c.-844C>T  rs3737787 T=0,216 




No estudo molecular do caso índex foram encontrados diversos polimorfismos como se pode 
constatar na tabela 4.  
No gene LDLR encontraram-se dois polimorfismos no exão 2 (figura 6): rs3745677, que 
constitui uma substituição no intrão 2 de uma guanina por uma adenina e com uma frequência 
de alelo minor (MAF) de A=0,093 e o polimorfismo rs17242416, também ele uma substituição 







Figura 6 -  a) Electroforese em gel de agarose do Exão 2 do gene LDLR, do caso índex, controlo positivo 
e controlo negativo, com comprimento de 587 pares de bases (pb). b) Leitura da sequência 
correspondente ao polimorfismo rs 3745677, cDNA:NM_000527.3:c.190+56G>A. c) Leitura da sequência 
correspondente ao polimorfismo rs17242416, cDNA:NM_000527.3:c.190+144G>A. A – Adenina; C- 




















Figura 7 - a) Electroforese em gel de agarose do Exão 7 do gene LDLR, do caso índex, controlo positivo e 
controlo negativo, com comprimento de 248 pares de bases (pb). b) Leitura da sequência 
correspondente ao polimorfismo rs12710260, cDNA:NM_000527.3.1060+10G>C. A – Adenina; C- Citosina; 








No exão 7 (figura 7), existe uma substituição no intrão 7 de uma guanina por uma citosina, 
polimorfismo identificado como rs12710260 e com uma MAF de C=0,283. No exão 11 (figura 8) 
o polimorfismo rs5929 constituiu numa substituição sinónima não havendo alteração da 
proteína sendo a MAF de T=0,124. O exão 12 (figura 9) possui um polimorfismo conhecido 
como rs688 que consiste numa substituição de uma citosina por uma timina e com uma MAF 
de T= 0,280. Este é um polimorfismo estudado mais amplamente pela sua relação com o 






















Figura 8 - a) Electroforese em gel de agarose do Exão 11 do gene LDLR, do caso índex, controlo positivo 
e controlo negativo, com comprimento de 355 pares de bases (pb). b) Leitura da sequência 
correspondente ao polimorfismo rs 5929, cDNA:NM_000527.3:c.1617C>T. A – Adenina; C- Citosina; G- 









Figura 9 -  a) Electroforese em gel de agarose do Exão 12 do gene LDLR, do caso índex, controlo positivo 
e controlo negativo, com comprimento de 347 pares de bases (pb). b) Leitura da sequência 
correspondente ao polimorfismo rs688, cDNA:NM_000527.3:c.1773C>T. A – Adenina; C- Citosina; G- 








No exão 16 encontrou-se o polimorfismo rs2738460, uma substituição de citosina por timina 





Figura 10 - a) Electroforese em gel de agarose do Exão 16 do gene LDLR do caso índex, controlo positivo 
e controlo negativo, com comprimento de 350 pares de bases (pb). b) Leitura da sequência 
correspondente ao polimorfismo rs2738460, cDNA:NM_000527.3:c.2389+46C>T. A – Adenina; C- Citosina; 




No exão 18, foram identificados dois polimorfismos: rs2116897 que constitui na substituição 
de guanina para adenina com uma MAF de A= 0,250 e rs6413504 representada pela alteração 
de uma adenina por uma guanina, com MAF de G= 0,360 (figura 11). Nos genes APOB e PCSK9 
não se encontraram mutações nem polimorfismos.  
A pesquisa de grandes deleções ou rearranjos pela técnica de MLPA foi negativa.  
O estudo do gene APOE feito a todos os elementos da família revelou que o aminoácido 130 é 
uma cisteína (TGC) e o aminoácido 176 é uma arginina (CGC) como mostra o pico da 
sequenciação do gene. Assim, todos os elementos da família têm dois alelos ɛ3 






































Figura 12 – a) Electroforese em gel de agarose. b) leitura da sequência do Exão 4 do gene APOE do caso 







Figura 11 - a) Electroforese em gel de agarose do Exão 18 do gene LDLR, do caso índex, controlo positivo 
e controlo negativo, com comprimento de 580 pares de bases (pb). b) Leitura da sequência 
correspondente ao polimorfismo rs 2116897, cDNA:NM_000527.3:c.2548-80G>A.  c) Leitura da sequência 
correspondente ao polimorfismo rs6413504, cDNA:NM_000527.3:c.2548-42A>G. A – Adenina; C- Citosina; 











No estudo dos genes da HFC, apenas no gene USF1, intrão 7 e exão 11, se encontraram 
polimorfismos. No intrão 7 detectou-se o polimorfismo rs2073658, anteriormente conhecido 
como USFf1-S2, em que há uma substituição de uma guanina por uma timina e apresenta uma 
MAF de A=0,216. O polimorfismo do exão 11, rs3737787, anteriormente conhecido como USF1-
S1 refere-se a uma substituição de uma citosina por uma timina e possui uma MAF de T=0,216. 
Estes dois polimorfismos são importantes porque o seu papel no processo aterosclerótico e no 
metabolismo dos lípidos tem vindo a ser documentado18,19.  
 
a) b) 
Figura 13 – Leitura de sequência do gene USF1. a) Intrão 7- Leitura da sequência correspondente ao 
polimorfismo rs2073658, substituição de G>A. b) Exão 11- Leitura da sequência correspondente ao 













O estudo bioquímico confirmou níveis de colesterol elevados em vários elementos da família, 
sendo o caso índex, um caso adequado a ser estudado molecularmente, mais pelo risco 
cardiovascular que apresenta, do que por cumprir exactamente os critérios quer da 
MedPed/OMS1 quer os adaptados do EPHF no momento do estudo9.  
O estudo molecular não identificou mutações, mas vários polimorfismos. A importância da 
distinção entre polimorfismo e mutação torna-se imperativa. Uma mutação refere-se a uma 
alteração específica numa sequência de DNA que altera o fenótipo e que é suficiente para 
causar doença18. Um polimorfismo é reconhecido como uma alteração na sequência de DNA 
que é neutra, ou seja, não é causadora imprescindível de doença. Uma variação polimórfica 
geralmente significa que há uma alteração na estrutura de DNA sem efeito no fenótipo e 
presente numa frequência igual ou superior a 1%18. O polimorfismo rs17242416 encontrado no 
intrão 2 do gene LDLR, apresenta uma frequência inferior a 1%. No entanto ainda não é 
descrito como mutação e não existe informação disponível que caracterize a mesma na sua 
capacidade de afectar a função da proteína que codifica. A diferenciação na nomenclatura de 
mutação e polimorfismo tem sido debatida e segundo a Sociedade de Variação de Genoma 
Humano (HGVS)19 (a qual define as linhas orientadoras da nomenclatura), devem ser usadas 
expressões como variantes alélicas ou variantes de sequência e classificá-las na sua 
capacidade de afectar ou não a função para que esse gene está determinado19. Existem vários 
tipos de alterações que vão determinar os vários tipos de mutação: Missense20– substituição 
de um nucleótido por outro, correspondendo a um codão que codifica um aminoácido 
diferente do original. Este facto leva a que a proteína obtida seja diferente da original e 
apresente a sua função alterada; Nonsense20 - substituição de um nucleótido por outro 
determina a formação de um codão stop prematuramente, o que se traduz numa proteína 
geralmente não funcional; Frameshift20 - refere-se à inserção ou deleção de pares de bases 
que provocam um desfasamento no quadro de leitura e a não ser que essa adição/eliminação 
ocorra em 3 ou múltiplos de 3 nucleótidos, as proteínas resultantes são normalmente não 
funcionais¸ Splice-site21 – estas alterações são em regiões adjacentes ao exões e podem 
resultar na deleção ou inserção de 1 intrão/exão ou de alguns pares de bases o que neste 
ultimo caso leva à introdução de um codão stop prematuro. Também pode dar-se o caso de no 
local de excisão haver a exclusão de um exão originando por isso um transcrito de RNA 
instável ou um polipeptídeo não funcional devido à perda de um grupo de aminoácidos 
importantes. 
 Os grandes rearranjos (eliminação ou duplicação de um ou mais exões do gene) originam 
proteínas não funcionantes. Quando existem mutações na região promotora do gene, a 
proteína não é sintetizada. A ausência completa da proteína (alelo nulo) provoca um fenótipo 




mais grave de doença. Aquelas que levam a defeitos estruturais (defeito de alelo) poderão 
originar uma proteína que ainda mantém alguma actividade, originando por isso um fenótipo 
menos grave20 . 
 No estudo efectuado no gene do LDLR, exão 12, foi encontrado um polimorfismo associado ao 
aumento do colesterol total e do LDL14. Segundo o estudo de Gao et al.14, rs688 promove o 
splicing alternativo do exão 12, sendo que o alelo “T” aumenta a acumulação de LDLR nos 
lisossomas e diminui o LDLR na superfície celular alterando assim a distribuição intracelular 
do LDLR. Este efeito parece ainda inibir a redução da captação do LDL mediada pelo PCSK9. 
O estudo de MLPA foi negativo para grandes deleções ou rearranjos no gene LDLR. No gene 
PCSK9 não foram encontradas mutações nem polimorfismos importantes. Quanto ao resultado 
da análise do gene APOE, o caso índex e restantes elementos da família, são ɛ3/ɛ3, o que 
segundo os estudos6, representa um efeito nulo no aumento de colesterol sérico6. 
Quanto aos genes da hiperlipidémia familiar combinada, dois polimorfismos são de especial 
interesse no gene da USF1. Num estudo15 efectuado em famílias holandesas com DC e em 
utentes caucasianos nos Estados Unidos com DAC, o alelo comum rs3737787 foi associado aos 
níveis séricos de lípidos nas duas populações em estudo e à hiperlipidémia familiar 
combinada. Este estudo corrobora ainda a associação entre os polimorfismos rs3737787 e 
rs2073658 e os níveis de CT, apoB e a presença de DC. Kristiansson et al,16 numa análise 
acerca da associação de variantes no gene USF1 em utentes com aterosclerose coronária, 
chegaram à conclusão que o gene USF1 contribuía para a aterosclerose, através de um 
fenótipo de parede arterial patológica, resultando em doença arterial coronária. Os mesmos 
autores mencionam um estudo de coorte de Reiner et al,17 em que os polimorfismos 
rs3737787 fortemente correlacionados com o rs2073658, se associam ao risco de calcificação 
das artérias coronárias. 
O diagnóstico de HF molecular na família em estudo não foi possível porque não se encontrou 
nenhuma mutação nos genes estudados. Segundo os últimos resultados apresentados pelo 
EPHF10 ,isto é compatível com os resultados encontrados nos estudos preliminares em que dos 
casos enviados para estudo, 48%10 não possuíam alterações genéticas. Este resultado 
encontra-se de acordo com o estudo Talmud et al22, que conclui que numa proporção 
substancial de pacientes com HF não é conhecida mutação genética, e que portanto, a 
elevação de c-LDL poderá ter uma causa poligénica22. 
Qual a importância a dar aos polimorfismos como indicadores de risco cardiovascular? 
Certamente esta família não estará toda condicionada por factores puramente ambientais e 
do estilo de vida em várias gerações. Sabendo ainda que a doença tem heterogeneidade 
genética, podem existir mutações em genes que não foram estudados.  




Torna-se imperativo investigar a susceptibilidade genética de clusters de polimorfismos com 
consequência funcional patológica. Ou seja, perceber de que modo a associação de 
polimorfismos num indivíduo contribui de modo cumulativo ou potenciador para elevação dos 
níveis de lípidos e/ou a sua associação à aterosclerose. Os estudos destas associações para os 
genes conhecidos da HF são escassos e podem ser a chave para uma melhor compreensão 
destas doenças. 
Podemos então concluir que a combinação dos polimorfismos estudados com outras variáveis 
genéticas não estudadas e os efeitos ambientais podem ser a explicação para os níveis 
elevados de lípidos nesta família e que contribuem para o risco cardiovascular significativo. 
Assim, este estudo permitiu conduzir a uma intervenção mais adequada e precoce nos 
restantes elementos da família. Os participantes no estudo ficaram mais sensibilizados para o 
controlo adequado dos níveis de colesterol, quer farmacologicamente quer com estilos de 
vida saudáveis o que se traduzirá em comportamento tendo em vista a diminuição do risco 
cardiovascular.  
O estudo funcional do polimorfismo rs17242416 é peremptório, uma vez que apresenta uma 
frequência inferior a 1%14 e ainda não existem estudos que avaliem se o mesmo é ou não 
patogénico. Por outro lado, será importante analisar esta variante em outros membros desta 
família a fim de determinar se existe co-segregação com a hipercolesterolémia. No futuro, 
esta família poderia ainda ser proposta para sequenciação completa do exoma humano23. A 
mesma permite determinar variações em todas as zonas codificadas dos genes conhecidos 
(mais de 95% exões conhecidos23), traduzindo-se num estudo mais completo. Esta é uma 
promissora tecnologia do futuro que possibilitará uma intervenção mais personalizada no 
futuro da medicina. 
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Anexo 1 – Parecer relativo ao projecto EPHF, Comissão de ética 
do INSA 




Anexo 2 – Consentimento informado e inquérito caso-index 
 







































Anexo 3 - Protocolo de extracção de DNA a partir de sangue 
fresco (método de “salting out”) 
 
Adaptado de Miller, SA. 1988 Nucl Acids Res13.  
 
Material: 
Tubos de falcon 








Banho térmico (55ºC) 
Agitador 
Reagentes 
Tampão RBC lysis (gelado)  










Nacl saturado /6M) 




1- Lise de eritrócitos 
a. Transferir 10 mL sangue (colhido com EDTA) para um tubo de falcon 
de 50 mL identificado 
b. Lavar os tubos de colheita com 10mL de tampão de lise RBC gelado  
c. Deitar 20 ml De tampão de lise de RBC gelado no tubo de falcon 
d. Agitar no vórtex e incubar no gelo durante 15 minutos realizando 
inversões frequentes 
e. Centrifugar a 2500 rpm durante 10 minuotos, a 4ºC 
f. Decantar e rejeitar o sobrenadante sem perder o pellet de células 
g. Enquanto o pellet estiver vermellho repetir os passos c a f 
2- Lise de leucócitos 
a. Agitar o pellet no vórtex até que esteja completamente ressuspendido 
b. Adicionar 5 mL de tampão SE + 12,5µL proteinase K + 500 µL SDS 10% 
c. Incubar overnight (mínimo 6 horas) a 55ºC 
3- Precipitação de proteínas 
a. Adicionar 3 mL de NaCl saturado (6M) 
b. Incubar a 55ºC durante 10 minutos 
c. Agitar no vórtex durante 25 segundos 
d. Centrifugar a 4000 rpm, durante 30 minutos, a 15ºC 
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4- Precipitação do DNA 
a. Decantar o sobrenadante (evitando espuma) para um novo tubo de 
falcon de 50mL identificado 
b. Adicional etanol 100% frio em cerca de 2X o volume do sobrenadante 
c. Inverter gentilmente o tubo de falcon cerca de 50X, observando a 
formação do novelo de DNA 
d. Centrifugar a 4500 rpm, durante 5 minutos a 4ºC 
e. Decantar e rejeitar o sobrenadante, observando sempre o pellet de 
DNA no fundo do tubo 
f. Colocar o falcon virado para baixo sobre o  papel absorvente 
g. Adicional 10 mL etanol a 70% frio, inverter algumas vezes 
h. Centrifugar a 4500 rpm. Durante 5 minutos, a 4ºC 
i. Descartar o sobrenadante e transferir o pellet de DNA para um tubo de 
microcentrífuga de 1,5mL 
j. Deixar secar cerca de 30 minutos 
k. Adicionar 1mL de tampão TE 
l. Deixar em agitação lenta e permanente durante a noite à temperatura 
ambiente 
m. Quantificar no nanodrop (µg/ µL) 
n. Retirar 200 µL de DNA para um tubo de 500 µL devidamente 
identificado e armazenar. 
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Anexo 4 - Protocolo de análise dos genes LDLR e APOB 




Apo B (exão 26 e exão 29) 
Reagentes Volumes 
dNTP’s Mix 100mM 4µL 
Buffer 10x Bioline 2,5µL 
Mg 2+ Bioline 0,75µL 
Primer Foward (10ρmol 
/µL) 
1µL 
Primer Reverse (10ρmol 
/µL) 
1µL 
Taq Bioline 0,125µL 
Água estéril 14,625µL 




2. Purificação dos produtos para 
sequenciação 
Reagentes Volumes 










LDLR Exão 3 
Reagentes Volumes 
dNTP’s Mix 100mM 4µL 
Buffer 10x Platinum 2,5µL 
Mg 2+ Platinum 0,75µL 
Primer Foward (10ρmol 
/µL) 
1µL 




Água estéril 15,67µL 




 Duração Nº de ciclos 
95 3’  
94 45’’ 
X35 [57-63) 30’’ 
72 1’ 
72 30’  
Caracterização clínica e molecular de um caso de hipercolesterolémia familiar 
35 
 
3. Primers de PCR e sequenciação  






































































































580 59 EX18F 
EX18R 
EX18F 
ApoB 26 F:GGAGCAGTTGACCACAAGCTTAGCTTGGAA 
R:GGGTGGCTTTGCTTGTATGTTCTCCGT 
343 59 P61 
P62 
P61 
ApoB 29 F:CCAAGATGAGATCAACACAATC 
R:AACTTGACTTGAGAGTTGGG 
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Anexo 5 – Protocolo de análise do gene PCSK9 
1. Reacção de PCR 
  PCSK9 
  P+ 1 2 3 4+5 6 7 8 9 10 11 12 
Mg 2+ 0,75 1,5 1,5 0,75 0,5 1,5 1,5 0,75 1,5 0,75 0,75 
DMSO 0,24 0,24 1,4 X X X X X X X X 
H2O 14,385 13,635 12,475 14,625 14,875 13,875 13,875 14,625 13,875 14,39 14,625 
dNTP's 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 
Buffer 
10x 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 
primer F 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
Primer R 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
Taq 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 
DNA 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
Programa                       
5´ 95 95 95 95 95 95 95 95 95 95 95 
45´´ 94 94 94 94 94 94 94 94 94 94 94 
30´´ 63 54,5 55 60 57 65 64 63 63 62 58 
1´ 72 72 72 72 72 72 72 72 72 72 72 
7´  72 72 72 72 72 72 72 72 72 72 72 
inf 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 
 
2. Purificação dos produtos para sequenciação 
Reagentes Volumes 
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1. Primers e temperaturas de annealing utilizados para amplificação dos exões 
do gene de PCSK9. 
  



























400 55 890 
891 
890 
4 + 5 F: AGGTTGACTTTATGCTCATTCCCT 
R:TAGGAGACATTAGCTCTCCCTGG 
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Anexo 6 - Protocolo de análise do gene APOE 
 
1. Reacção de PCR 
Master Mix 1 
Reagente Volume 
Mix dNTP’s 100mM 2 µL 
Primer PA1 (20ρmol/µL) 2 µL 




S5 (PCR Grade Water) 8,5 µL 
Volume total 17 µL 
Master Mix 2 
Reagente Volume 
S2 (Buffer, 5x  conc.) 5 µL 
S1 Enzyme mix 2U/µL 0,5 µL 
S5 (PCR grade water) 2 µL 








2. Purificação dos produtos de PCR 
Reagentes Volumes 









3. Sequênciação de Apo E 
Utilização do primer: MB183 
Temperatura (ºC)  Duração Nº de ciclos 
95 5’  
95 30’’ 
X38 58 40’’ 
72 45’’ 
72 5’  
8 ∞  
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Anexo 7 - Protocolo de análise dos genes LPL, APOA4, APOA5, 
APOC2, APOC3 e USF1 
 






2.Purificação dos produtos de PCR 
Reagentes Volumes 





























1 F: GCCAATATGGTGATGAGGTTT  
R:CTTCTTCTCATCCTCAGTTCG 
422 56 MB102 
MB103 
MB102 
2 F: GTGGGTTGCCTGTGAACCTA 
R: GCAGGCCAGTCAGGATAC 
311 58 MB104 
MB105 
MB104 
3 F: CAATGGGTTTCCAATCAAGT 
R:TTCTGGCTCCAGTCAAAAAC 
353 54 MB106 
MB107 
MB106 
4  F:GGCAGAACTGTAAGCACCT 
R:TCAGAATGACAGTCTTTTCACC 






























300 58 MB120 
MB121 
MB120 
Promotor F: AAACAGGATTCGTCAAAAGA 
R:CTAGAAGTGGGCAGCTTTC 



















1 F: GAGTCACACTGAGGAAGGAG 
R:CATCCTGCACTACTCAGAGC 
313 56 MB136 
MB137 
MB136 
2 F: CTAAGCTCAGACAGGGAAAA 
R: TTTAAGAATTCCCCGTCAC 
298 58 MB138 
MB139 
MB138 
3 ’ F: GAACTCGGTACCTCTGAGC 
R: ACTCTCTCCATGCACTGT 
451 56 MB140 
MB141 
MB140 
3 ‘’ F: GACAACCTGCGAGAGCTT 
R: AGCTCTGCCAGTGACTTCT 
500 56 MB142 
MB143 
MB142 
3 ’’’ F: CTTCCAGATGAAGAAGAACG 
R: CAGAACTTCTTTGGGACAGA 

























1+2 F: AGGGGTAACAGGATTTCG 
R:CAGCTGTCTCCTCCCTTC 
447 55 MB146 
MB147 
MB146 
3 F: AAGGAGATGATGGAGGCTA 
R: GGCGTATGGGTGGAAGAG 
475 57 MB148 
MB149 
MB148 
3 ’ F: GAGTTGGAGGAGGTGAAGG 
R: AGACAAGGAGCTGGGAATG 
845 60 MB235 
MB236 
MB235 
Promotor F: ACTGTAGACGGAGTGGTGT 
R: AGGGTTAAAGACCAACCACA 

















2 F: CACAGAGCAGGATCTCAGTC 
R: AAGATGCTTGGAGCTCATT 
227 55 MB154 
MB155 
MB154 
3 F: TCTTCTTCCTTCCTCCTTTC 
R: GATGCAGTCGGTGGTATG 
280 56 MB156 
MB157 
MB156 
4 F: CCTCCTCCCTCTAACCATCT 
R: GAGGAGGATGCAAGAGCTAC 



















2 F: CCTTCTGAGAGCCCGTATTA 
R: CTGCTTGACCACCCATTG 
297 57 MB160 
MB161 
MB160 
3 F: CAATGGGTGGTCAAGCAG 
R: ATTCCATTGTTGGGATCTCA 
288 57 MB162 
MB163 
MB162 
4 F: TGTCGTCCAGTGAAGTTGAG 
R: CTGACCTGGAGTCTGTCCA 



















Intrão 7 F: ACCCCTGGCTAATTTTTGTA 
R: GTTTCTCATCCCGAGTCGT 
290 58 MB239 
MB240 
MB239 
Exão 11 F: ACAGGGGGAAGTTCAGAAG 
R: AGCCCCAGAGTTTAGTGTGT 








Anexo 8 - Diploma de apresentação do EPHF na Unidade Local 
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